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Resumo 
 
Introdução: O resurfacing cutâneo com o laser de CO2 não-fracionado tem sido 
utilizado ao longo dos anos com resultados impressionantes, porém acompanhados 
de uma alta incidência de efeitos adversos. A fototermólise fracionada mudou este 
padrão, uma vez que fornece resultados consistentes, o tempo de recuperação é mais 
curto e a incidência de efeitos adversos é mais baixa. Estes efeitos adversos estão 
geralmente relacionados a utilização de energias mais elevadas. É clinicamente 
conhecido que, mesmo utilizando-se energias mais baixas, bons resultados podem 
ser alcançados. Foi investigada a possibilidade de alcançar uma contração tecidual 
consistente com parâmetros mais brandos em associação com a sobreposição de 
pulsos. 
 
Método: Três parâmetros decrescentes de um laser de CO2 fracionado foram 
aplicados no abdome de vinte cinco ratos Wistar. Os animais foram distribuídos em 
três grupos. Grupo I foi sacrificado após o procedimento e as zonas térmicas 
microscópicas foram avaliadas histologicamente. Grupos II e III foram mantidos 
durante 30 e 60 dias antes do sacrifício. Estes últimos grupos foram 
macroscopicamente avaliados quanto à contração da área de tratamento, que foi 
realizada com o programa gratuito ImageJ. 
 
Resultados: Não houve diferença estatística significativa entre as zonas térmicas 
microscópicas em todas as configurações estudadas. A avaliação macroscópica 
mostrou que todas as configurações causam significativa contração imediata da pele. 
A configuração de maior energia causa efeito de contração significativamente mais 
intenso. Aos 30 e 60 dias, a configuração de menor energia manteve a contração 
inicial significativamente 
 
Conclusão: Concluiu-se que energias mais baixas do laser de CO2 fracionado 
associado a sobreposição de pulsos, causam contração consistente e duradoura na 
  
pele de ratos. Não foi encontrada diferença significativa entre as configurações 
estudadas, em termos de profundidade de ablação. 
 
Palavras-chave: Fotocoagulação a Laser.. Lasers. Envelhecimento da pele. Terapia 
a Laser. Ratos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Abstract 
 
Background: Skin resurfacing with traditional CO2 laser had been used over the years 
with impressive results but also accompanied by a high incidence of adverse effects. 
Fractional photothermolysis changed this pattern as long as it provides consistent 
results, shorter downtime and less adverse effects. These adverse effects are usually 
related to the use of higher energies. It is clinically known that even using lower 
energies, good results can be reached. The possibility of achieving consistent tissue 
contraction with lighter settings in association with pulse stacking was investigated. 
 
Methods: Three decreasing settings of a fractional CO2 laser were applied to the 
abdomen of twenty-five Wistar rats. The animals were distributed in three groups. 
Group I was sacrificed after the procedure and microthermal dimensions were 
histologically evaluated. Groups II and III were kept for 30 and 60 days before sacrifice. 
These later groups were macroscopically evaluated for area contraction, which was 
carried out with freeware ImageJ. 
 
Results: No statistical significance was found within microthermal zones of all settings 
studied. Macroscopic evaluation showed that all settings cause significant immediate 
skin contraction. The highest setting cause significant more intense tightening effect 
initially. At 30 and 60 days, the lowest setting significantly sustained contraction. 
 
Conclusion: We concluded that lower fractional CO2 laser energies associated to 
pulse stacking causes consistent and long lasting tissue contraction in rats. No 
significative difference was found between settings in terms of depth of ablation. 
 
Keywords: Laser Coagulation. Lasers. Skin Aging. Laser Therapy. Rats. 
  
  
  
Lista de Ilustrações 
  Página 
Figura 1 Curvas de absorção dos cromóforos presentes na pele 14 
Figura 2 Efeito de tratamento único com laser de CO2  não-fracionado 15 
Figura 3 Complicações pós resurfacing com laser de CO2 não-
fracionado: Infecção bacteriana peri-oral (Esquerda) e 
Cicatriz hipertrófica região cervical (Direita) 
15 
Figura 4 Equipamento de Laser de CO2 e o escaner que possibilita o 
fracionamento 
16 
Figura 5 Imagem histológica de uma Zona Microtérmica (MTZ) 18 
Figura 6 Interação do laser CO2 fracionado com o tecido cutâneo 18 
Figura 7 Número de procedimentos para resurfacing a laser em 
pesquisas realizadas em 2013 e 2014 pela Sociedade 
Americana de Cirurgia Dermatológica 
21 
Figura 8 Áreas de intervenção no abdome do animal 24 
Figura 9 Áreas de intervenção: dimensões e arranjo 25 
   
 
   
   
   
   
   
   
   
  
 Lista de Abreviaturas e Siglas 
 
ANOVA  Analysis of variance (Análise da variância) 
CO2  Gás Carbônico 
DOT  Distância entre cada ponto do laser fracionado 
J  Joules 
J/cm2  Joules por centímetro quadrado 
mJ  Milijoules 
mm  Milímetro 
mm2  Milímetro quadrado 
mm3  Milímetro cúbico 
ms  Milissegundo 
MTZ   Microscopic Thermal Zones (Zonas Térmicas Microscópicas) 
µm  Micrômetro 
W  Watts 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Sumário 
 
 
INTRODUÇÃO.....................................................................................13 
OBJETIVOS.........................................................................................23 
MÉTODO..............................................................................................24 
RESULTADOS.....................................................................................28 
DISCUSSÃO GERAL...........................................................................50 
CONCLUSÃO.......................................................................................54 
REFERÊNCIAS....................................................................................55 
ANEXOS...............................................................................................60 
 
 
 
 
 
 
 
 
13 
 
Introdução  
A busca pelo rejuvenescimento facial remonta ao Egito antigo, onde os 
nobres aplicavam leite azedo sobre a pele como forma de causar uma melhoria da 
condição da mesma. O princípio ativo neste caso era o ácido lático. Também eram 
utilizados nesta época óleos animais, sal e alabastro (1). 
Ao longo do tempo, diversos métodos para se realizar o resurfacing 
cutâneo vêm sendo utilizados. Este consiste na remoção da epiderme e parte da 
derme com o objetivo de permitir a formação de um tecido novo e assim atenuar os 
sinais do foto envelhecimento. Neste sentido, podem ser utilizados além de peelings 
químicos dos mais diversos tipos, também a dermoabrasão, a microdermoabrasão, o 
microagulhamento, a radiofrequência ablativa e o resurfacing por plasma. Além 
destes, alguns tipos de lasers também podem ser utilizados para esta finalidade. 
 
Laser 
A palavra laser é um acrônimo para: Light Amplification by Stimulated 
Emission of Radiation. A luz laser possui algumas características que a distingue das 
outras formas de luz e que são a base para as variadas aplicações desta tecnologia. 
Um determinado tipo de laser é sempre monocromático (possui um comprimento de 
onda único), seus raios são colimados (paralelos) e coerentes (a luz viaja com 
uniformidade entre cristas e vales dos comprimentos de onda (2). 
O laser exerce seus efeitos sobre os tecidos ao ser absorvido por 
determinadas estruturas chamadas cromóforos (3). Na pele, existem três principais 
cromóforos: a melanina, a hemoglobina e a água (Figura 1). Cada um deles absorve 
preferencialmente um comprimento de onda do espectro eletromagnético, gerando 
assim calor em estruturas específicas. Esta característica é responsável pelos efeitos 
do laser sobre os tecidos. 
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Figura 1: Curvas de absorção dos cromóforos presentes na pele. (Fonte: 
http://www.nupen.com.br/Revista_port/imagens/figura_15.jpg) 
 
Laser de CO2 
O laser de CO2 foi desenvolvido em 1964 e apresenta um comprimento de 
onda de 10600nm. Este comprimento de onda tem como cromóforo alvo a água. 
Assim atuação deste laser se dá por meio do dano térmico seletivo a várias estruturas 
da pele que contém água, tais como o colágeno, vasos sanguíneos e queratinócitos 
da epiderme (4). Isto permite a este laser atuar virtualmente em qualquer tecido. 
Inicialmente, o laser de CO2 foi utilizado como instrumento de corte em cirurgias(5) e 
também para vaporização de lesões cutâneas benignas (6, 7). 
Posteriormente, com o desenvolvimento tecnológico dos equipamentos tais 
como o laser de CO2 ultra pulsado (8) e também o scanner micro processado “Silk 
Touch” (9), o tratamento do foto envelhecimento com laser de CO2 passou a ser 
considerado o padrão ouro.  
Entretanto, apesar de resultados muito expressivos (Figura 2), este 
tratamento gradativamente perdeu adeptos entre os médicos e também pacientes ao 
longo do tempo. Isto devido ao prolongado tempo de recuperação necessário, além 
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de um alto índice de complicações. Entre essas complicações destacam-se as 
cicatrizes hipertróficas, infecções virais e bacterianas e discromias (10). (Figura 3) 
 
Figura 2: Efeito de tratamento único com laser de CO2 tradicional 
(Fonte:https://encryptedbn3.gstatic.com/images?q=tbn:ANd9GcRnrLfX1JvFBUJZTB9FVxqafkm0MU-
OU3VMM_cge0n1qxYsjmoq) 
 
 
Figura 3: Complicações pós resurfacing com laser de CO2 tradicional: Infecção 
bacteriana peri-oral (Esquerda) e Cicatriz hipertrófica região cervical (Direita) (Fonte: 
Costa FB et al, Surg Cosmet Dermatol 2011) 
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Na tentativa de oferecer aos pacientes um um tratamento para 
rejuvenescimento facial com menor tempo de recuperação e menor incidência de 
efeitos adversos foram desenvolvidos equipamentos de laser e luz não-ablativos (11). 
Porém, apesar de proporcionarem algum grau de melhora na qualidade da pele com 
menor tempo de recuperação, os resultados dos tratamentos não-ablativos não se 
aproximavam dos resultados obtidos com os lasers ablativos (12, 13). 
 
Equipamentos de Laser CO2 Fracionado 
Em geral são os mesmos equipamentos que emitem o laser de CO2 em sua 
modalidade tradicional, porém dotados de um scanner acoplado a peça de mão 
(Figura 4). 
 
Figura 4: Equipamento de Laser de CO2 e o scanner que possibilita o 
fracionamento. (Fonte: http://www.vallimlaser.com.br/_images/smartxide.jpg)M 
 
Um software do equipamento permite o ajuste e combinação de diversos 
parâmetros dentre eles:  
1) Potência – (medida em Watts) 
2) Distância entre cada ponto do laser (DOT) – define a porcentagem da área de 
pele (densidade) que será atingida pelo laser em cada disparo; e é medida em 
micrômetros 
3) Duração do pulso – É o tempo de exposição do tecido a energia do laser, 
medida em milissegundos 
4) Sobreposição de pulsos (Stacking) – define quantos pulsos sobrepostos em um 
mesmo local. Pode variar de 1 a 5 no equipamento utilizado no estudo. 
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A partir destes parâmetros definidos pelo usuário, o sistema mostra na tela 
a fluência e a energia em cada ponto do laser fracionado.   
A fluência representa a quantidade de energia que é produzida pelo laser em uma 
determinada área e é dada pela fórmula abaixo, sendo expressa em Joules por 
centímetro quadrado. 
 
F = (W x S) / T  
(Onde: F = fluência, W = potência de saída do laser, S = duração do pulso, T = tamanho 
da área de aplicação em cm2) 
 
A energia é uma grandeza física que, no caso do laser, representa a 
quantidade de luz laser que está sendo depositada no tecido e é definida pela fórmula 
abaixo, sendo expressa em Joules (no equipamento deste estudo é mostrada em 
milijoules). 
 
E = W / S 
(Onde:  W = potência de saída do laser, S = duração do pulso) 
 
Outro parâmetro importante é o diâmetro da sessão transversa do raio laser 
(spot size). Isto afeta diretamente a fluência, pois esta é inversamente proporcional ao 
quadrado do raio do spot size (14). No equipamento utilizado neste estudo o spot size 
mede 120µm. 
Em dois estudos (15, 16), a distância entre os pontos é mantida constante 
e são comparados os outros parâmetros. De forma geral, os estudos sobre laser de 
CO2 fracionado procuram reportar seus resultados na forma de fluência (medida em 
J/cm2) e energia em cada ponto (medida em mJ) na tentativa de que se possam 
comparar os resultados dos diversos equipamentos. 
 
Fototermólise fracionada 
No intuito de reduzir a incidência dos efeitos adversos do laser de CO2 não-
fracionado, em 2004 surgiu o conceito de fototermólise fracionada (17). Este se 
desenvolveu inicialmente nos equipamentos de laser não-ablativos. Nesta 
modalidade, o laser atinge múltiplas pequenas frações da pele, conhecidas como 
Zonas Térmicas Microscópicas (Microscopic Thermal Zones – MTZ). Cada MTZ é 
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formada por uma área central de ablação circundada por uma área de tecido 
coagulado (Figura 5).   
 
Figura 5: Imagem histológica de uma Zona Microtérmica (MTZ) 
 
O tecido ao redor das MTZs não é atingido e isto permite o reparo epitelial 
de maneira mais rápida que na modalidade não-fracionada (4). (Figura 6) 
 
  
Figura 6: Interação do laser CO2 fracionado com o tecido cutâneo. (Fonte: 
http://www.txid.org/wp-content/uploads/2010/04/co2laserschematic1.jpg) 
 
Área de 
Ablação 
Área de 
Coagulação 
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Em 2007 o conceito da fototermólise fracionada foi aplicado ao laser de 
CO2 (18), e a partir daí o uso da modalidade fracionada para o tratamento do foto 
envelhecimento se popularizou. Isto devido ao seu potencial de oferecer bons 
resultados, aliado ao menor tempo de recuperação e baixos índices de complicações 
em comparação ao laser de CO2 não-fracionado. 
Em 2007, Hantash et al confirmaram com estudos de imuno-histoquímica 
a ocorrência de remodelamento persistente do colágeno por no mínimo três meses 
após o tratamento, utilizando-se a técnica fracionada (18).  
O arranjo tridimensional na forma de colunas propicia que uma maior 
profundidade seja atingida pelo laser, visto que apenas uma parte da área total é 
efetivamente tratada. Isto resulta em maior estímulo para contração e síntese de 
colágeno o que se traduz clinicamente em melhora da flacidez e textura da pele. 
Tierney et al avaliou em seu estudo se um aumento na duração do pulso 
afetaria a profundidade da lesão. A avaliação histológica mostrou um aumento 
proporcional na profundidade da lesão para cada aumento na duração do pulso (16).  
Em um outro estudo, Saluja et al demostrou que uma maior penetração da 
área de coagulação na derme ocasiona uma maior eficácia clínica com melhoria da 
textura da pele e das rugas (19).  
Outro modo de se tentar atingir uma maior profundidade do laser na derme 
é a utilização de múltiplos pulsos sobrepostos. Oni G. et al demonstraram que a 
utilização de pulso duplo com 15mJ comparado com pulso único de 30mJ, promoveu 
colunas de tratamento na derme semelhantes em profundidade e também em 
diâmetro (20). Neste mesmo estudo os autores sugerem que o pulso duplo poderia 
resultar em melhores resultados clínicos e ainda manter o tempo de recuperação 
menor do que nos resurfacings não-fracionados. Isto devido ao fato que a lesão 
térmica lateral ainda é cercada por pontes de tecido não tratado, ainda que estas 
pontes sejam menores que nos pulsos únicos.  
Fitzpatrick et al avaliaram o estaqueamento dos pulsos com laser de CO2 
e concluíram que múltiplos pulsos sobrepostos resultam em maior necrose térmica e 
menos ablação, isto é, uma ferida menos precisa com aumento concomitante do risco 
de efeitos adversos como cicatrizes e discromias(21). Entretanto este estudo, 
publicado em 1999, foi realizado previamente ao advento da fototermólise fracionada. 
Neste estudo a sobreposição dos pulsos era realizada de forma manual e não 
controlada por software como nos equipamentos atuais. 
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  Poucos estudos histológicos descrevem a associação entre os parâmetros 
aplicados e as dimensões das MTZs, assim como sobre o uso do estaqueamento para 
se atingir maior profundidade das colunas criadas pela ação do laser de CO2. 
Skovbølling et al (22) utilizaram um modelo ex-vivo em porcos para caracterizar as 
colunas de laser em diferente parâmetros de energia. Todos os parâmetros foram 
aplicados com duração de pulso constante e utilizando pulsos únicos ou sobrepostos. 
Nesse estudo encontrou-se uma correlação linear entre a profundidade da ablação e 
a energia utilizada. O diâmetro da coluna não obteve relação consistente com os 
níveis de energia. A espessura da zona de coagulação aumentou gradativamente até 
16mJ, mantendo-se estável a partir daí. 
Uma das características do tratamento com laser de CO2 é a contração 
imediata do tecido que é provocada pela sua aplicação. No caso do resurfacing 
tradicional essa ação é bem conhecida. Em estudo realizado em porcos (23), 
empregando um laser de CO2 não-fracionado demonstrou-se que o encolhimento da 
pele aumenta com passadas sucessivas do laser até o limite de três. A partir daí, 
mesmo aumentando-se o número de passadas, a porcentagem de encolhimento não 
aumenta significativamente. Não encontramos na literatura referências quanto à 
avaliação objetiva da contração cutânea resultante ao longo do tempo após aplicação 
do laser de CO2 fracionado, apesar deste fato ser clinicamente observável. 
 
Complicações com laser de CO2 fracionado 
As complicações com o uso do laser de CO2 fracionado são em geral leves, 
temporárias e de fácil manejo. Um estudo retrospectivo avaliando 490 tratamentos em 
374 pacientes demonstrou uma incidência geral de eventos adversos de 13,6% (24). 
Os mais frequentes foram erupção acneiforme (5,3%), infecções bacterianas (2,2%) 
e por herpes simples (2,2%), hiperpigmentação (1,2%) e eritema prolongado (0,8%). 
Entretanto, apesar de serem de ocorrência eventual e muito mais raras que no 
resurfacing com laser de CO2 não-fracionado, as complicações existem e cuidados 
devem ser tomados para minimiza-las. 
Desse modo, se parâmetros mais brandos puderem ser utilizados levando a 
resultados semelhantes aos de parâmetros com maior energia, provavelmente a 
ocorrência de efeitos adversos diminuirá.  
Prignano et al (15) comparou clínica e histologicamente três fluências 
diferentes (2,07 ;  2,77 e 4,15 J/cm2) no tratamento do foto envelhecimento. As duas 
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fluências mais baixas apresentaram-se muito similares em termos de resposta 
biológica. Por outro lado, não houve vantagem na utilização da fluência 4,15 J/cm2. 
Fluências mais baixas diminuem o risco de cicatrizes e discromias. 
Tratamentos a laser para o foto envelhecimento são cada vez mais 
realizados. Segundo pesquisa realizada pela Sociedade Americana de Cirurgia 
Dermatológica no ano de 2014 foram realizados cerca de 153 mil procedimentos de 
resurfacing a laser. Isto representa um aumento de 86% em relação à pesquisa 
realizada no ano anterior. (Figura 7) 
 
 
Figura 7: Número de procedimentos para resurfacing a laser em pesquisas realizadas 
em 2013 e 2014 pela Sociedade Americana de Cirurgia Dermatológica. 
(Fonte: https://www.asds.net/_Media.aspx?id=8866&terms=SURVEY%202014) 
 
Apesar da intensa pesquisa no âmbito do resurfacing com laser de CO2 
fracionado, estudos histológicos relacionando os parâmetros utilizados e a MTZ 
resultante são limitados na literatura. O mesmo se aplica ao seu efeito sobre a 
contração tecidual.  
A grande variedade de equipamentos disponíveis no mercado e variações 
tais como o diâmetro de cada ponto do laser (spot size), dificultam a comparação de 
resultados obtidos com diferentes aparelhos (22).  
São necessários estudos mais específicos com cada equipamento 
buscando avaliar a ação de diferentes parâmetros. Uma vez que até o momento não 
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foi criado um modelo geral que atenda a todos os equipamentos, tais estudos são 
importantes para se criar um padrão de segurança no uso de cada equipamento. 
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Objetivos 
 
1. Avaliar três diferentes combinações de parâmetros de um laser de CO2 
fracionado quanto às características da zona microtérmica formada 
 
2. Comparar as três combinações de parâmetros quanto a sua capacidade de 
contração tecidual imediata e tardia  
 
 
  
24 
 
 Método 
 Foi realizado um estudo experimental em ratos, desenvolvido no 
Laboratório de Ciência Animal do CEMIB – Centro Multidisciplinar de Investigação 
Biológica da Universidade Estadual de Campinas – UNICAMP. Não foi utilizada 
nenhuma fonte de financiamento externa. 
 
Animais 
Vinte e cinco ratos Wistar machos com dez semanas de idade foram 
incluídos no estudo. Eles tinham livre acesso a água e alimento (3100Kcal/Kg) e eram 
mantidos em um ciclo luz/escuro de 12 horas. A temperatura da sala era mantida entre 
23 e 24°C. O Comitê de Ética no Uso de Animais aprovou o estudo, sob o protocolo 
número 3012-1. (Anexo 1) 
 
Procedimento de laser 
Os animais foram anestesiados com uma injeção intraperitoneal de 
80mg/Kg de Quetamina e 10mg/Kg de Xilazina e posicionados em decúbito dorsal. 
Seus abdomens foram depilados e carimbados com 4 quadrados de 15 x 15mm. 
Então, os vértices de cada quadrado foram tatuados para posterior identificação das 
áreas (Figura 8). Adicionalmente, um número de identificação sequencial foi tatuado 
na cauda de cada animal.  
 
Figura 8 – Áreas de intervenção na pele da região anterior do  
abdômen do animal 
 
25 
 
Cada quadrado foi designado com um número conforme mostrado na figura 
9.  Cada área de intervenção (exceto a área controle – área 1) sofreu uma única 
passada com o laser de CO2 equipado com um escaner especialmente desenvolvido 
para o resurfacing cutâneo fracionado (Smartxide DOT; DEKA, M.E.L.A., Florence, 
Italy).  
 
 
                                      Figura 9 - Áreas de intervenção: dimensões e arranjo 
 
Os parâmetros variáveis de laser utilizados (Potência, Tempo de 
Exposição, Pulsos sobrepostos, fluência e energia em cada MTZ) estão resumidos na 
tabela 1. Outros parâmetros foram mantidos os mesmos para todas as áreas tratadas. 
(500-µm de espaçamento e 120-µm tamanho do spot). 
TABELA 1 – Parâmetros do Laser para cada área 
 
 Potência 
Tempo de 
Exposição 
por Pulso 
Número de 
Pulsos 
Fluência Energia/MTZ 
Área 1 - - - - - 
Área 2 30W 900 µs 1 
3,74 
J/cm2 
27 mJ 
Área 3 20W 300 µs 3 
2,49 
J/cm2 
18 mJ 
Área 4 10W 300 µs 3 
1,87 
J/cm2 
13,5 mJ 
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Grupos para análise 
Os vinte e cinco animais foram distribuídos em três grupos. 
 
a) Grupo I (n=5) foi eutanasiado por overdose anestésica imediatamente 
após o tratamento com laser. As áreas de tratamento foram coletadas 
para avaliação histológica das dimensões dos canais de laser (MTZ). 
b) Grupo II (n=10) foi eutanasiado 30 dias após o procedimento. 
c) Grupo III (n=10) foi eutanasiado 60 dias após o procedimento. 
  
O mesmo método de eutanásia foi utilizado. Os grupos II e III foram 
analisados macroscopicamente para os padrões de contração cutânea. Nestes grupos 
não foi realizada avaliação das MTZ porque após 30 e 60 dias não foi possível 
identificá-las nos cortes histológicos. 
 
Análise histológica 
O tecido coletado dos animais do grupo I foram fixados em formalina 
tamponada a 10% e então incluídos em parafina. Foram então obtidos cortes de 5-
10µm do centro de cada área de tratamento e corados com hematoxilina e eosina 
(H&E). Um microscópio calibrado DM500 (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) 
equipado com uma câmera digital ICC 50HD (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) 
foi utilizado para a captura das imagens. As dimensões das MTZ do laser foram 
medidas utilizando-se o programa de computador calibrado Leica Application Suite 
(LAS) Version 4,1,0 (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). 
Toda a lâmina de cada amostra foi completamente avaliada. As três MTZ 
mais profundas de cada lâmina foram consideradas para análise, por representarem 
aproximadamente o eixo central da MTZ. Cada uma destas três MTZ foram coletadas 
e para cada uma delas os seguintes parâmetros foram quantificados: profundidade de 
ablação, profundidade de coagulação e extensão da coagulação (medida na 
superfície). 
Após estas medidas lineares, também foi calculada uma estimativa do 
volume da MTZ utilizando-se o modelo da forma de cone descrito por  Skovbølling et 
al (22) . 
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Análise macroscópica 
Fotografias coloridas padronizadas utilizando uma câmera digital Alpha 230 
(Sony) foram obtidas de todos os animais dos grupos II e III imediatamente antes e 
após o tratamento a laser, bem como antes da eutanásia dos animais. A análise das 
imagens for realizada com o software ImageJ (National Institutes of Health, USA. 
http://www.imagej.nih.gov/ij) para o cálculo da área de cada quadrado. 
As áreas de intervenção dos grupos II e III foram avaliadas de dois modos 
distintos: avaliando-se o comportamento de cada área isoladamente ao longo do 
tempo e avaliando-se todas as áreas juntas em cada ponto do tempo (pré-intervenção, 
pós-intervenção imediato e pós-intervenção tardia - 30 e 60 dias), comparadas ao 
controle. 
 
 
Estatística 
O software Origin® foi utilizado para a análise estatística. Para comparar 
os parâmetros avaliados foi utilizado o método ANOVA para medidas repetidas. As 
variáveis estudadas foram: profundidade de ablação, profundidade de coagulação, 
extensão da coagulação superficial, volume da MTZ e área de aplicação do laser. A 
variáveis foram convertidas em postos devido falta de distribuição normal. O nível de 
significância utilizado neste estudo foi de 5%.  
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Abstract 
Purpose: To evaluate the effect of different energies and stacking in skin shrinkage  
Methods: Three decreasing settings of a fractional CO2 laser were applied to the 
abdomen of Twenty five Wistar rats divided into three groups. Group I (n=5) was 
histologically evaluated for microthermal zones dimensions. Groups II and III (n=10 
each) were macroscopic evaluated with freeware ImageJ for area contraction 
immediately and after 30 and 60 days. 
Results: No statistical significance was found within microthermal zone histological 
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dimensions (Group I) in all settings studied.(Ablation depth:76,90 to 97,18µm ; 
Coagulation depth: 186,01 to 219,84 µm). In Group II, macroscopic evaluation showed 
that all settings cause significant immediate skin contraction.  The highest setting 
cause significant more intense tightening effect initially, contracting skin area from 
258,65 to 179,09 mm2. The same pattern was observed in Group III. At 30 and 60 
days, the lowest setting significantly sustained contraction. 
Conclusion: We concluded that lower fractional CO2 laser energies associated to 
pulse stacking could cause consistent and long lasting tissue contraction in rats. 
 
Key words: CO2 Lasers. Skin Aging. Laser Therapy. Rats.  
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Introduction 
Treatment of photo aging with CO2 laser resurfacing had been considered 
the gold standard for decades.1,2 However, although having very impressive results, it 
was nearly abandoned by doctors and patients over time due to its prolonged recovery 
time and high rate of complications. Among these complications stand out hypertrophic 
scars and dyschromia. With the concept of fractional photothermolysis 2,3, treating 
photo aging with CO2 fractional laser  became popular in recent years due to its 
potential to deliver consistent results  coupled with shorter recovery time and low 
complication rates.  
In fractional mode CO2 laser creates an array of micro treatment zones in 
the epidermis and dermis surrounded by healthy tissue. This has been considered to 
be responsible for the significant shorter recovery time4. Histological evaluation 
showed that an increase in pulse duration results in a proportional increase in lesion 
depth5. Another study demonstrated that a higher penetration into the dermis causes 
a greater clinical efficacy in skin texture and rhytides.6 
Complications from this modality are generally mild, temporary and easily 
managed. A retrospective study evaluating 490 treatments in 374 patients 
demonstrated an overall incidence of adverse effects of 13.6 %7. The most frequent 
were acneiform eruption (5, 3%), bacterial infection (2.2%), hyperpigmentation (1.2%) 
and prolonged erythema (0.8%). Although infrequent and lower than in traditional CO2, 
they do exist and should be prevented whenever possible. 
A study comparing three different decreasing fluencies for treating photo 
aging, showed very similar results for the two lower fluencies compared to the highest 
one, in terms of biological response. Lower fluencies decrease the risk of scarring8.  
Another way of getting deeper in the dermis is the use of multiple overlapping pulses 
(stacking).9,10 Few histological studies describe the association between the applied 
parameters and the dimensions of the microthermal zones (MTZ) as well as the use of 
stacking for increasing their depth. One experimental study found a linear correlation 
between the depth of ablation and the energy used.11 
A feature of treatment with CO2 laser is the immediate contraction of the 
tissue, and in traditional non-fractional CO2 laser resurfacing this is well known.12,13. It 
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was not possible to find in the literature an objective evaluation of the shrinkage of the 
skin after application of fractional CO2 laser, despite this fact is clinically observable. 
Besides that, the use of lighter settings to achieve that skin contraction has 
not been addressed yet. We investigate if it is possible to achieve consistent tissue 
contraction with lower settings in association with pulse stacking. 
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Methods 
Animals 
Twenty-five male Wistar rats aging ten weeks were included in the study. 
They had free access to water and standard laboratory chow (3,100 kcal/kg) and they 
were kept on a 12-hour light/dark cycle. The room temperature was kept between 23 
and 24ºC. The board of Ethical Committee of Animal Research approved the study, 
under the protocol number 3012-1. 
Laser procedure 
The animals were anaesthetized with an intra-peritoneal injection of 
80mg/kg ketamine plus 10mg/kg xylazine and positioned on dorsal decubitus. Their 
abdomens were shaved and stamped with four 15 x15 mm squares. Then, the vertices 
of each square were tattooed for later area identification (Figure 1). In addition, an 
identification sequential number was tattooed on each animal’s tail.  
 
 
FIGURE 1 – Treatment areas on animal’s abdomen 
 
Each square was assigned a number as shown in figure 2. Each treatment 
area (except control area – area 1) underwent single-pass treatment with CO2 laser 
equipped with a scanner specially developed for fractional skin resurfacing (Smartxide 
Dot; DEKA, M.E.L.A., Florence, Italy)   
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                                          FIGURE 2  - Treatment areas: dimensions and arrangement 
 
The employed variable laser parameters (power, exposure time, stacking, 
fluence and energy per each MTZ) are summarized in table 1. Other parameters were 
kept the same for all treated areas (500-µm spacing and 120-µm spot size). 
 
TABLE 1 - Laser Settings for each area 
 
 Power 
Exposure 
Time 
Stack Fluence Energy/MTZ 
Area 1 - - - - - 
Area 2 30W 900 µs 1 3,74 J/cm2 27 mJ 
Area 3 20W 300 µs 3 2,49 J/cm2 18 mJ 
Area 4 10W 300 µs 3 1,87 J/cm2 13,5 mJ 
 
 
 
 
 
Groups for analysis 
We divided the twenty-five animals into three groups. 
Group I (n=5) was euthanized by anesthesia overdose immediately after laser 
treatment. Treatment areas were collected for histological evaluation of laser channel’s 
(MTZ) dimensions. 
Group II (n=10) was euthanized 30 days after the procedure, and group III 
(n=10) was euthanized 60 days after the procedure. The same euthanasia method was 
used. Both groups II and III were macroscopically analyzed for contraction patterns. In 
these groups, no MTZ evaluation was carried out because at these time points it is 
impossible to identify them. 
 
Histological analysis 
Tissue specimens from group I animals were fixed in 10% buffered formalin 
then embedded in paraffin. Then, a vertically cut 5-10 µm slice was obtained from the 
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center of each treatment area and stained with hematoxylin and eosin (H&E). A 
calibrated microscope   DM500 (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) equipped 
with a digital camera ICC 50HD (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) was used for 
image capture. Laser MTZ dimensions were measured using calibrated Leica 
Application Suite (LAS) Version 4,1,0 (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). 
The entire slide was scanned for each sample. The three deepest MTZ 
found were considered for analysis, as they should approximately represent the MTZ 
central axis. Each of these three MTZ were recorded and for each one the following 
parameters were quantified: ablation depth, coagulation depth and coagulation width 
(measured at the surface). 
Following these linear measurements, also a volume estimation of MTZ 
using a cone shape model previously described by Skovbølling et al10, was calculated. 
 
 
 
Macroscopic analysis 
Standardized color photographs using a digital camera Alpha 230 (Sony) 
were obtained from all animals from groups II and III immediately before and after laser 
treatment as well as before the animal’s sacrifice. Image analysis was carried out with 
freeware ImageJ (National Institutes of Health, USA. http://www.imagej.nih.gov/ij) for 
area calculation of each square. 
Treatment areas from groups II and III were statistically analyzed in two 
distinct ways:  evaluating each area’s behavior along time points and evaluating all 
areas together at each time point compared to the control area. 
 
 
Statistics 
 
Origin® software was used for statistical analysis. In order to compare the 
evaluated parameters it was used ANOVA for repeated measures. Variables studied 
were ablation depth, coagulation depth, surface damage width, MTZ volume and area 
of laser application. They were converted into ranks due to lack of normal distribution. 
The level of significance used in this study was 5%.  
36 
 
Results 
 
Group I – Histological Analysis of MTZ 
 
Ablation Depth 
It is shown in table 2. We found no statistical significance between areas. 
 
TABLE 2 – Ablation depth results for each region 
Region Settings Ablation Depth - Median Range 
1 No treatment - - 
2 27 mJ – single pulse of 900 µs 89.08 µm 56-98 µm 
3 18 mJ – 3 stacked pulses / 300 µs 97.18 µm 80-118 µm 
4 13,5 mJ- 3 stacked pulses / 300 µs 76.90 µm 75-120 µm 
 
 
Coagulation depth 
  A coagulation zone surrounded the ablation area, and its depth showed a 
decreasing pattern as the energy was reduced as shown in table 3. No statistical 
significance was found. 
 
 
 
TABLE 3 – Coagulation depth results for each region 
Region Settings Coagulation 
Depth - Median 
Range 
1 No treatment - - 
2 27 mJ – single pulse of 900 µs 219.84  µm 127-241 µm 
3 18 mJ – 3 stacked pulses / 300 µs 210.47 µm 166-274 µm 
4 13,5 mJ- 3 stacked pulses / 300 µs 186.01 µm 185-219 µm 
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Surface damage width 
This included ablation width plus the surrounding coagulation zone at the 
epidermis. Results are demonstrated in table 4. No level of significance was found 
between areas. 
 
 
 
TABLE 4 – Surface damage width results for each region 
Region Settings Surface damage 
width - Median 
Range 
1 No treatment - - 
2 27 mJ – single pulse of 900 µs 412,33 µm  305-450 µm 
3 18 mJ – 3 stacked pulses / 300 µs 430.70 µm 273-581 µm 
4 13,5 mJ- 3 stacked pulses / 300 µs 406,14 µm 372-454 µm 
 
MTZ volume 
We calculated MTZ volume using the cone volume formula (cone shape 
model) and the results are shown in table 5. Again, there was no statistical significance. 
 
 
TABLE 5 – Microthermal zones (MTZ) Volume for each region 
Region Settings MTZ volume - 
Median 
Range 
1 No treatment - - 
2 27 mJ – single pulse of 900 µs 8.48 x 10-3 mm3 4-13 x 10-3 mm3 
3 18 mJ – 3 stacked pulses / 300 µs 11.2 x 10-3 mm3 7-14 x 10-3 mm3 
4 13,5 mJ- 3 stacked pulses / 300 µs 8.62 x 10-3 mm3 6-10 x 10-3 mm3 
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Group II – Macroscopic analysis – 30 days 
Before treatment, there was no statistically difference between all areas. 
When following each area along time points, it was observed that immediately after 
treatment all areas except the control (area 1) were significantly smaller than before 
laser shot. Thirty days after the procedure, area 1 (control) was larger than it was 
before the experiment (p=0,001). Areas 2 and 3 showed no significant difference to 
pre-treatment dimensions. On the other hand, area 4 was smaller than before 
treatment (p=0,029).(Figure 3). 
  
 
FIGURE 3 -  Group II : Linear dimensions x Time points 
 
 
Analyzing areas together at each time point demonstrated that immediately after 
laser, all treatment areas were significantly smaller than the control area. In addition, 
area 2 was smaller than area 3 (p=0,029) and area 4 (p=0,017). After thirty days, area 
4 was significantly smaller than area 1 (p=0,0001) and area 2 (p=0,004), and was the 
only area that remained smaller than the observed in the pre-treatment period. (Table 
6). 
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TABLE 6 – Calculated linear dimensions for Group II 
Region Pre-Treatment Immediately after 30 days after 
1 249.58 mm2 262.87 mm2 291.99 mm2 
2 258.65 mm2 179.09 mm2 296.92 mm2 
3 242.92 mm2 179.89 mm2 254.83 mm2 
4 258.05 mm2 190.81 mm2 243.49 mm2 
 
Another way of evaluating the contraction effect, was measuring the variation in size 
of each area from immediately post treatment to day 30. 
In group II we observed that after being treated with the laser all areas had a positive 
variation, that is, all areas increased in size after thirty days. However, area 2 had a 
significant higher increase than area 1(p<0,0001), area 3 (p=0,005) and area 4 
(p<0,0001). (Figure 4). 
 
FIGURE 4 – Linear dimensions variation from immediately after laser to 30 days 
after 
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Group III - Macroscopic analysis – 60 days 
Treatment areas were statistically analyzed the same way as group II. 
When following each area along time points, it was observed that 
immediately after treatment all areas except the control (area 1) were significantly 
smaller. Sixty days after the procedure, control area (p=0,0001), area 2 (p=0,003) and 
area 3 (p=0,025) were larger than they were before the experiment. On the other hand, 
area 4 was still smaller than it was before treatment, but without statistical significance. 
We can observe this behavior in figure 5. 
 
 
FIGURE 5 – Group III: Linear dimensions x Time points 
 
Analyzing areas together at each time point demonstrated that immediately 
after laser, all treatment areas were significantly smaller than the control area. In 
addition, area 2 was significantly smaller than area 4 (p=0,001). After sixty days, area 
4 was significantly smaller than area 1 (p=0,030) and area 2 (p=0,008). (Table 7). 
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TABLE 7 – Calculated linear dimensions for Group III 
Region Pre-Treatment Immediately after 60 days after 
1 256.63 mm2 246.05 mm2 323.52 mm2 
2 256.95 mm2 179.61 mm2 307.75 mm2 
3 247.59 mm2 191.17 mm2 267.78 mm2 
4 261.18 mm2 198.19 mm2 256.43 mm2 
 
Measuring the variation in size of each area from immediately post 
treatment to day 60 showed that area 2 had a significantly greater variation than area 
1 (p<0.0001) and area 4 (p=0.001). Its variation was also greater than area 3, but 
without statistical significance. In addition, area 4 was not significantly different from 
the control (area 1). We can observe these results in figure 6. 
 
FIGURE 6 - Linear dimensions variation from immediately after laser to 60 days 
after 
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Discussion  
The pursuit of good results in treating photo aging and other disorders with 
fractional CO2 laser has been studied widely in recent years.14-16 Since the papers of 
Hantash et al1,2 which demonstrated fractional photothermolysis concept applied to the 
CO2 laser, this modality has virtually replaced traditional CO2 laser resurfacing. 
Another study17 demonstrated that molecular pathways, in both traditional and 
fractional CO2 laser wound healing, are very similar. Since that, it was possible to treat 
photo aging without a high incidence of dyschromia and hypertrophic scaring.  
In the fractional modality, an array of microthermal zones (MTZ) is created 
within the epidermis and dermis. These MTZ’s consist of a central ablation area 
surrounded by a thin annular area of coagulated tissue. Ross et al18, although studying 
traditional CO2 laser, had already discussed the importance of coagulation zone in 
tissue contraction. In between each MTZ there is healthy tissue, which is said to be 
responsible for the faster recovery time4. 
This column pattern allows fractional CO2 laser to reach deeper areas into 
the dermis than traditional CO2 laser. Saluja et al demonstrated that a deeper 
coagulation results in better clinical efficacy in skin texture and rhytides.6 Also, a 
persistent collagen remodeling for at least three months after treatment was  
immunohistochemically  demonstrated in humans when deep dermis was reached2. 
Another study5, demonstrated in ten patients that lesion depth was proportional to 
increases in pulse duration. 
Increasing depth is also possible by means of overlapping pulses at the 
same site (stacking). Oni et al demonstrated that a 15mJ double pulse resulted in 
similar MTZ as a single 30mJ pulse10.  In this article, they also suggest that double 
pulsing could result in improved outcomes, as the amount of unaffected tissue between 
MTZ is reduced. This would increase dermal injury leading to increased collagen 
synthesis.  
Few histological studies describe the relationship between laser settings 
and MTZ dimensions, as well as the use of stacked pulses. Besides that, there are 
many different devices, which are difficult to compare. One study used an ex vivo 
porcine model to characterize laser columns at different energy settings with a constant 
pulse length in single and stacked pulses11. In this study, they found a linear correlation 
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between ablation depth and energy. Column diameter was not related to energy levels, 
and coagulation zone thickness increased until 16mJ only. 
In our study, we found no significant difference between the three settings 
studied in terms of ablation depth, coagulation depth, superficial tissue damage, and 
calculated cone-shaped MTZ volume. These findings are very interesting especially 
when thinking about the MTZ calculated volume. This represents the amount of tissue 
that is actually injured by the laser and will lead to collagen synthesis10. After reducing 
the power in 33,3%  (from area two to area three) and splitting the 900µs exposure 
time into three 300µs stacked pulses (resulting in a 33,3% decrease in fluence and 
energy), we found a 32% increase on the MTZ volume. Even when power was reduced 
by 66,6% (from area two to area four) and the 900µs exposure time was again split 
into three 300µs stacked pulses (which resulted in a 50% reduction in fluence and 
energy) the results showed an increase of 1% on MTZ volume. 
Although no statistical significance was found, these results could indicate 
that is possible to achieve similar amounts of tissue damage into the dermis with less 
aggressive power settings and with the use of pulse stacking. A technical limitation 
affecting these data is the difficulty in obtaining the MTZ real central axis on 
histology1,11. Even a minor angling during technical procedures may result in a non-
real central axis. Zelickson et al19 proposed a computational method for calculating 
MTZ depth based on horizontal sectioning. On their work, they found slightly larger 
MTZ comparing to traditional vertical sectioning. We tried to minimize these limitations 
by scanning every MTZ on each slide for the three deepest ones and averaging them. 
Another point that interferes in MTZ dimension is hair distribution on the 
animal’s abdomen. On histology we identified different patterns of skin appendages 
and dermis thickness comparing the upper skin abdominal specimens (areas one and 
two) with the lower ones (areas three and four. This could partially explain the fact that 
area two, although receiving the highest power with a single pulse, showed the 
smallest MTZ values.  On their work, Oni et al10 described in humans that a higher skin 
content of hair follicles, as well as blood vessels and sebaceous glands, absorbs part 
of the laser energy. The same study10 also propose that using double pulsing the 
ablative column could continue beyond these structures due to less absorption within 
them. In single pulse modality the ablative column is usually terminated when there is 
an appendage in its path. 
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 Another study comparing facial and abdominal skin20 found that MTZ were 
shallower in the face due to the higher water content of skin appendages. In our study, 
areas receiving stacked pulses (areas three and four) showed similar ablation depth 
values to area two, which received a single pulse although with a higher power.  
Tissue contraction after traditional CO2 laser resurfacing is well known. 
Ross et al demonstrated in an experimental study, with traditional CO2 laser 
resurfacing, that immediate contraction and residual thermal damage have a linear 
correlation to increasingly number of passes when using lower fluences12. 
In fractional CO2 laser resurfacing, this tissue shrinkage also occurs and is related to 
the radial micro-contraction of multiple MTZs. This was observed both in ex-vivo and 
in-vivo studies.1,2 
Our study evaluated tissue contraction after fractional CO2 laser both 
immediately after and at thirty and sixty days post procedure. To accomplish this 
purpose we used freeware ImageJ for area calculation, which has been successfully 
used in previous studies.21,22 
Immediately after laser treatment we observed that area two, which 
received higher fluence and energy within a single pulse, contracted significantly more 
than areas three and four in group II and significantly more than area four in group III. 
This is in agreement with Hantash et al1  who in their first study on characterization of 
a fractional CO2 laser device, they hypothesized that with a constant treatment density, 
pulse energy would predict tissue shrinkage. The same correlation between higher 
energies and immediate tissue tightening was found in clinical studies.5,23 
On the other hand, when examining tightening effect at days thirty and sixty 
we noticed that although the animals grew, areas three and four were smaller than 
area two. That is, although showing a greater tightening effect just after treatment, the 
area receiving the highest energy apparently lost most of that effect after thirty to sixty 
days. In fact, this area approximated area one dimensions, which received no 
treatment. We hypothesized that the higher energy extrapolated the modulating and 
suppressing balance in would healing response as suggested by Yuan et al 24. Thus, 
instead of stimulating neo-colagenogenesis and tissue contraction, higher energies 
would impair it. 
This objective experimental analysis suggests that it is not necessary to use 
higher energies to obtain consistent skin tightening.  Some clinical studies had similar 
results. A randomized split-face trial in Asians24 treating acne scars, showed no 
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difference in clinical outcomes after using 10 mJ or 20mJ at fixed densities. Prignano 
et al8 in a clinical study using the same equipment as the one used in the present study, 
found that there is no advantage of using a higher fluence. They compared fluences at 
2.07 , 2.77 and 4.14 J/cm2 and both histological and clinical data demonstrated the 
lower fluences had very similar responses. With the fluence at 4.14 J/cm2, besides the 
lack of clinical advantage, histology demonstrated a larger amount of collagen fibers, 
which could represent more risks of scarring. In this way, it may possible to improve 
clinical results with lower energy and the use of pulse stacking. 
Conclusion 
We concluded that lower fractional CO2 laser energies associated to pulse 
stacking causes consistent and long lasting skin shrinkage in rats. 
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Discussão Geral 
 
O tratamento do foto envelhecimento e outras desordens cutâneas com o 
laser de CO2 fracionado tem sido muito estudado nos últimos anos, na busca por bons 
resultados (13, 25, 26). Desde as publicações de Hantash et al (18, 27), que 
demonstraram o conceito da fototermólise fracionada aplicada ao laser de CO2, esta 
modalidade praticamente substituiu o resurfacing com laser de CO2 não fracionado. 
Um outro estudo (28) demonstrou que os mecanismos moleculares da 
cicatrização, tanto no laser de CO2 não-fracionado como no fracionado, são muito 
similares. A partir disto, foi possível tratar o foto envelhecimento cutâneo sem uma alta 
incidência de discromias e cicatrização hipertrófica.  
Na modalidade fracionada, uma matriz de zonas microtérmicas (MTZ) é 
criada na epiderme e derme. Estas MTZs consistem em uma área de ablação central 
circundada por uma fina área anular de tecido coagulado. Ross et al (29), apesar de 
realizar um estudo com laser de CO2 não-fracionado, já discutia a importância da zona 
de coagulação na contração tecidual. Na modalidade fracionada, entremeado a cada 
MTZ existe tecido saudável, que acredita-se ser o responsável pelo menor tempo de 
recuperação (30). 
Este padrão em colunas permite que o laser de CO2 fracionado atinja áreas 
mais profundas na derme que o que é possível com o laser não-fracionado. Saluja et 
al demonstraram que uma coagulação mais profunda resulta em maior eficácia clínica 
na textura da pele e no tratamento das rugas (19). Além disto, um remodelamento 
persistente do colágeno em humanos por pelo menos três meses após o tratamento 
foi demonstrado por imunohistoquímica quando a derme profunda era atingida (18). 
Outro estudo (16) com dez pacientes, demonstrou que a profundidade da lesão era 
proporcional ao aumento na duração do pulso. 
Aumentar a profundidade também é possivel sobrepondo-se pulsos em um 
mesmo ponto. Oni et al demonstraram que um pulso duplo de 15mJ resultou em MTZ 
semelhantes às de um pulso único de 30mJ (20). Neste artigo, também é sugerido 
que o pulso duplo poderia resultar em melhores resultados pois a quantidade de tecido 
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nao afetado entre as MTZ é reduzida. Isto aumentaria a lesão dérmica levando a um 
aumento na síntese do colágeno.  
Poucos estudos histológicos descrevem as relações entre os parâmetros 
do laser e as dimensões das MTZs, bem como o uso de pulsos sobrepostos. Além 
disso, existem muitos equipamentos diferentes, o que dificulta a comparação entre os 
estudos existentes. Um estudo utilizou um modelo porcino ex-vivo para caracterizar 
as colunas de laser em diferentes energias com duração de pulso constante em pulsos 
únicos e sobrepostos (22). Neste estudo foi encontrada uma correlação linear entre a 
profundidade de ablação e a energia. O diâmetro da coluna não estava relacionado 
aos níveis de energia e a espessura da zona de coagulação aumentou apenas até 
16mJ. 
No presente estudo, não encontramos diferença significativa entre os três 
parâmetros estudados em termos de profundidade de ablação, profundidade de 
coagulação, dano tecidual superficial e o volume calculado das MTZ. Estes achados 
são muito interessantes especialmente em relação ao volume das MTZ. Este 
representa a quantidade de tecido que é realmente atingido pelo laser e que irá levar 
à síntese de colágeno(20). Após reduzir a potência em 33,3% (da área dois para área 
três) e dividir o tempo de exposição de 900 µs  em três pulsos sobrepostos de 300 µs 
cada (resultando em uma redução de 33,3% na fluência e energia), nós encontramos 
um aumento de 32% no volume das MTZ. Mesmo quando a potência foi reduzida em 
66,6% (da área dois para área quarto) e o tempo de exposição de 900 µs foi 
novamente subdividido em três pulsos sobrepostos de 300µs (o que resultou em uma 
redução de 50% na fluência e energia), os resultados mostraram um aumento de 1% 
no volume das MTZ. 
Apesar de que nenhuma significância estatística foi encontrada, estes 
resultados poderiam indicar que é possível obter quantidades semelhantes de dano 
ao tecido dérmico com o uso de parâmetros menos agressivos associado ao uso da 
sobreposição de pulsos. Uma limitação técnica que afeta estes dados é a dificuldade 
de se obter o eixo central verdadeiro das MTZ na histologia (22, 27). Mesmo mínimas 
variações de angulação durante os procedimentos técnicos podem resultar em um 
eixo central que não seja o real. Zelickson et al (31) propuseram um método 
computacional para calcular a profundidade da MTZ baseado em secções horizontais. 
Em seu trabalho, eles encontraram MTZ ligeiramente maiores comparadas com os 
métodos que utilizam as secções verticais. Nós tentamos minimizar esta limitação 
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procurando as três MTZ mais profundas presentes em cada lâmina e selecionando-
as para obtermos assim uma média. 
Outro ponto que interfere nas dimensões das MTZ é a distribuição dos 
pelos no abdomen dos animais. Na histologia nós observamos diferentes padrões de 
apêndices cutâneos e de espessura da derme comparando a pele do abdomen 
superior (áreas um e dois) com a pele do abdômen inferior (áreas três e quarto). Isto 
poderia explicar parcialmente o fato que a área dois, apesar de receber a maior 
potência e pulso único, mostrou os menores valores de MTZ. Em seu trabalho, Oni et 
al (20) descreveram em humanos que um maior conteúdo de folículos pilosos, assim 
como de vasos sanguíneos e glândulas sebáceas, absorvem parte da energia do 
laser. O mesmo estudo (20), também propõe que utilizando o pulso duplo a coluna de 
ablação poderia continuar além destas estruturas devido menor absorção pelas 
mesmas. Na modalidade de pulso único a coluna de ablação é em geral interrompida 
quando há um apêndice em seu caminho. 
Outro estudo comparando-se a pele facial com a abdominal (32) mostrou 
que as MTZ eram mais rasas na face devido ao maior conteúdo de água dos 
apêndices cutâneos. Em nosso estudo, as áreas que receberam pulsos sobrepostos 
(áreas três e quatro) apresentaram profundidade de ablação semelhantes aos da área 
dois, que recebeu um pulso único com maior potência.  
A contração tecidual resultante após o laser de CO2 não-fracionado é bem conhecida. 
Ross et al (23) demonstraram em um estudo experimental, com laser de CO2 não-
fracionado, que a contração imediata e o dano térmico residual têm uma correlação 
linear com o aumento no número de passadas, quando utilizando fluências mais 
baixas. No resurfacing com laser de CO2 fracionado, este encolhimento tecidual 
também ocorre e está relacionado com as micro contrações radiais das múltiplas MTZ. 
Isto foi observado tanto em estudos ex-vivo como em estudos in-vivo (18, 27). 
Nosso estudo avaliou a contração tecidual causada pela aplicação do laser 
de CO2 fracionado tanto imediatamente após a aplicação, como após trinta e sessenta 
dias pós procedimento. Para realizar esta avaliação foi utilizado o software ImageJ 
para o cálculo da área, ferramenta que já foi utilizada com sucesso em estudos prévios 
(33, 34).  
Imediatamente após o procedimento com laser observamos que a área 
dois, que recebeu a maior fluência e energia em um pulso único, contraiu 
significativamente mais do que as áreas três e quarto no grupo II e significativamente 
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mais que a área quatro no grupo III. Isto está de acordo com Hantash et al (27) que 
em seu primeiro estudo de caracterização do equipamento de laser de CO2 fracionado, 
verificou que com um espaçamento entre colunas de laser constante, a energia do 
pulso determinaria a contração tecidual. A mesma correlação entre altas energias e a 
contração tecidual imediata foi encontrada em estudos clínicos (16, 35). 
Por outro lado, quando examinamos o efeito de contração aos trinta e 
sessenta dias percebemos que apesar do crescimento dos animais, as áreas três e 
quatro estavam menores do que a área dois. Isto é, apesar de apresentar um grande 
efeito de contração logo após o tratamento, a área que recebeu a maior energia 
aparentemente perdeu a maioria deste efeito após trinta e sessenta dias. Na 
realidade, a medida da área dois se aproximou da medida da área um, que não 
recebeu intervenção alguma. Temos como hipótese que a energia mais alta 
extrapolou o equilíbrio na resposta de cicatrização da ferida como sugerido por Yuan 
et al (36). Assim, ao invés de estimular a neo-colagenogênese e contração tecidual, 
as altas energias inibiriam esta resposta. 
Esta análise objetiva experimental sugere que não é necessário utilizar 
altas energias para obter contração cutânea consistente. Alguns estudos clínicos 
obtiveram resultados similares. Um estudo randomizado em asiáticos (36) avaliando 
o tratamento de cicatrizes de acne, demonstrou que não houve diferença nos 
desfechos clínicos utilizando-se 10mJ ou 20mJ, mantendo-se o espaçamento 
constante. Prignano et al(15), em um estudo clínico com o mesmo equipamento 
utilizado em nosso estudo, demonstrou que não há vantagem na utilização de altas 
fluências. Eles comparam fluências em 2.07, 2.77 e 4.14 J/cm2 e tanto os dados 
histológicos como clínicos mostraram que as fluências mais baixas obtiveram 
respostas muito semelhantes. Com a fluência de 4.14 J/cm2, além da falta de 
vantagem clínica, o estudo histologico demonstrou uma grande quantidade de fibras 
colágenas. Isto poderia representar maiores riscos de cicatrizes.  
Desse modo, seria possível melhorar os resultados clínicos utilizando-se 
energias mais baixas associado a sobreposição de pulsos. Estudos clínicos deverão 
ser realizados para se comprovar esta hipótese. 
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Conclusão 
 
1- Não houve diferença significativa entre as combinações de parâmetros 
estudados quanto às características das zonas microtérmicas formadas 
 
2- A aplicação do laser de CO2 fracionado sobre a pele de ratos, utilizando-se 
energias mais baixas e associado a sobreposição de pulsos, resulta em 
contração tecidual efetiva no período estudado 
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Anexos 
ANEXO 1: Aprovação do protocolo de estudo pelo Comitê de Ética no Uso de 
Animais da Unicamp 
 
61 
 
ANEXO 2: Email de confirmação do aceite do artigo para a revista Acta Cirúrgica 
Brasileira 
 actacirbras@gmail.com 
 12/12/15 at 9:50 AM 
To   marcos_sl@yahoo.com 
Message body 
12-Dec-2015 
 
Dear Dr. Motta: 
 
It is a pleasure to accept your manuscript entitled "LOWER ENERGY AND PULSE 
STACKING: A SAFER ALTERNATIVE FOR SKIN TIGHTENING USING 
FRACTIONAL CO2 LASER?" in its current form for publication in the Acta Cirúrgica 
Brasileira.  The comments of the reviewer(s) who reviewed your manuscript are 
included at the foot of this letter. 
 
Manuscript fee 
In order to participate in publication costs, authors have a charge of R$800,00 for 
each accepted manuscript.  
Banco do Brasil - Ag.1898-8  
Conta corrente:9161-8  
SOBRADPEC - CNPJ 57.860.488/0001-44.  
Send the identified receipt by e-mail to sgolden@terra.com.br  
 
Thank you for your fine contribution.  On behalf of the Editors of the Acta Cirúrgica 
Brasileira, we look forward to your continued contributions to the Journal. 
 
Sincerely, 
Prof. Edna Montero 
Editor-in-Chief, Acta Cirúrgica Brasileira 
actacirbras@gmail.com 
  
62 
 
ANEXO 3: Permissão/autorização junto à editora para a inclusão dos artigos na 
dissertação  
RE: Re: EN: RE: ENC: Autorização para inclusao de artigo aceito em 
dissetação de mestrado 
 Tânia Fino <taniafino@uol.com.br> 
 Jan 21 at 10:02 AM 
To  marcos_sl@yahoo.com 
Message body 
Marcos bom dia, 
 
O artigo será publicado no vol. 31, fascículo 1, 2016. 
Na dissertação, vc pode citar da seguinte maneira: Acta Cir Bras. 2016 Jan;31(1). 
[Epub ahead of print] 
Não há necessidade de autorização formal. 
 
Att, 
 
Tânia Fino 
Acta Cir Bras 
  
  
 
 
 
De: "Marcos Matias" <marcos_sl@yahoo.com> 
Enviada: 2016/01/19 21:04:34 
Para: taniafino@uol.com.br 
Assunto: Re: EN: RE: ENC: Autorização para inclusao de artigo aceito em 
dissetação de mestrado 
  
Ola Tania 
  
este e o titulo 
  
 "LOWER ENERGY AND PULSE STACKING: A SAFER ALTERNATIVE FOR SKIN 
TIGHTENING USING FRACTIONAL CO2 LASER?" 
  
Obrigado 
 Marcos 
